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(54) Systeme electrochimique pour la determination d'un temps de coagulation du sang 



(57) Systeme de mesure electrochimique d'une va- 
leur representative d'un temps de coagulation d'une 
goutte de sang entier, comprenant : 

un capteur electrochimique en forme de languette 
de pefites dimensions supportant au moins une 
electrode reference et une electrode de travail sur 
laquelle est immobilise un reactif specifique com- 
prenant incorpore au moins un substrat chimique 
dont un maillon terminal peut etre coupe par la 
thrombine pour donner des groupes charges (LG), 
et 

un appareil de mesure electronique destine a rece- 
voir ledit capteur permettant d'imposer entre les 
electrodes une tension un courant donne, de traiter 
le signal resultant de la migration des groupes char- 
ges, de le correler avec une valeur representative 
du temps de coagulation et d'afficher ladite valeur 
sur un ecran. 

Le reactif specifique comprend de preference un 
derive oligopeptidique comme substrat, une trombo- 
plastine et un milieu tampon. 
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Description 

[0001] La presente invention a pour objet un systeme individuel de determination du temps de coagulation du sang 
entier, un capteur jetable de petites dimensions comportant un reactif specifique de I'enzyme thrombine pour permettre 

5 une determination electrochimique et un appareil de mesure electronique permettant de correler un signal electrique 
recu dudit capteur lorsqu'il a ete introduit dans i'appareil et qu'une goutte de sang a analyser a ete deposee sur celui-ci. 
[0002] L'invention concerne plus particulierement un tel appareil de mesure et un capteur permettant de determiner 
par amperometrie le temps de prothrombine (PT) lorsque la composition du reactif depose sur le capteur comprend 
un substrat chimique dont une fraction terminale peut etre selectivement coupee par I'enzyme thrombine en liberant 

10 un groupe charge. 

[0003] Le controle du temps de coagulation du sang, c'est-a-dire I'aptitude des composants du sang a former un 
caillot pour prevenir un risque hemorragique, fait partie des examens de routine, voire d'examens journaliers, dans de 
nombreuses situations pathologiques acquises, traumatiques ou postoperatoires. II est par exemple necessaire lors 
d'un traitement par anticoagulants dans le cas de maladies cardiaques de pouvoir ajuster precisement la posologie 

15 du medicament, par exemple la warfarin ou I'heparine, afin d'eviter les risques hemorragiques en cas de surdosage 
ou au contraire les risques de thrombose si la quantite d'anticoagulants administree est insuffisante. 
[0004] Differents parametres ont ete retenus pour effectuer cette determination, mais le plus usuel est la mesure du 
temps de prothrombine (PT) apres activation, c'est-a-dire le temps au bout duquel on observe la formation d'un caillot 
avec un echantillon de sang preleve sur un patient. De telles analyses ont longtemps releve de la seule competence 

20 d'un personnel specialise de laboratoire equipe d'appareils complexes et encombrants. Cela avait Pinconvenient d'obli- 
ger le patient a se deplacer, de necessiter une preparation d'un echantillon de sang preleve a domicile, par exemple 
par adjonction de citrate, pour attendre le moment de pouvoir effectuer une analyse en laboratoire. 
[0005] Les progres realises au niveau de la miniaturisation, notamment par I'emploi de composants electroniques, 
ont permis depuis un peu plus d'une dizaine d'annees de procurer a un patient divers types d'appareils moins encom- 

25 brants qui lui permettent d'effectuer chez iui une mesure du temps de coagulation. Dans leur majorite ces appareils 
individuels font appel aux memes principes que les appareils de laboratoire, a savoir ('observation directe de la dyna- 
mique des erythrocytes dans un echantillon de sang, auquel ont ete ajoutes des reactifs usuels de coagulation, lorsqu'il 
passe d'un etat fluide a un etat visqueux ou fige. 

[0006] Selon un premier principe, on mesure le temps au bout duquel un echantillon de sang prepare ne s'ecoule 
30 plus a travers un tube capillaire, ou a travers Petranglement calibre d'un tube de plus grand diametre, supporte par un 
moyen recepteur a usage unique adaptable a un appareil de mesure. Cet ecoulement est generalement force au 
moyen d'un dispositif de pompage pneumatique integre dans I'appareil de mesure, et la detection du temps au bout 
duquel se produit la coagulation est generalement detectee par des moyens optiques. Des dispositifs de ce type sont 
par exempt decrits dans les documents US 3,486,859, US 3,890,098 et US 5,302,348. Un appareil reposant sur ce 
35 principe est par exemple celui propose sous la marque "Hemochron", ou selon une variante plus recente sous la 
marque "Protime Microcoagulation System" par International Technidyne Corporation (N J - USA). L'appareil de mesure 
comporte evidemment une source d'energie pour alimenter a la fois la partie mecanique (pompe) et le controle de fin 
de coagulation (detection optique). On observera en outre que chaque moyen recepteur de I'echantillon de sang a 
analyser, jetable apres le premier usage est relativement encombrant (environ 3x9 cm) et releve d'une technologie 
40 de precision (calibration du tube capillaire ou de I'etranglement) qui contribue necessairement a elever le cout de 
chaque analyse effectuee. 

[0007] Selon un deuxieme principe, on mesure le temps au bout duquel un echantillon de sang prepare, et depose 
dans un coupelle jetable permet par coagulation d'immobiliser un objet magnetique mis en mouvement par un champ 
magnetique tournant, la detection du phenomene de coagulation etant la encore le plus souvent effectuee par des 

45 moyens optiques. Le document US 3,967,934 decrit deja ce principe dans lequel le container destine a recevoir I'echan- 
tillon contient une bille ferromagnetique. Un tel dispositif est par exemple utilise dans I'appareil diffuse par Nycomed 
Pharma (Oslo Norvege) sous la marque "Trombotrack". Selon une autre variante, decrite par exemple dans le document 
US 5,154,082, la bille est remplacee par des particules ferromagnetiques, egalement soumises a un champ electro- 
magnetique. Cela a permis de realiser un reactif sous forme seche, deposee sur un support, la mobilite des erythrocytes 

50 etant toujours detectee par des moyens optiques. Un dispositif du type precedent correspond par exemple a un appareil 
de Boehringer Mannheim (Allemagne) vendu sous la marque Coaguchek. Les produits proposes correspondant a ce 
deuxieme principe presentent les memes inconvenients que ceux deja mentionnes pour les appareils selon le premier 
principe a I'exception peut-etre du cout moindre des moyens recepteurs de 1'echantillon de sang pour I'appareil Coa- 
guchek. 

55 [0008] Des tests comparatifs effectues avec les methodes et dispositifs de I'art anterieur precite ("Home Prothrombin 
Estimation" Angelida Bernardo et al., Thrombosis, Embolism and Bleeding, ch. 3.5 - E. G. Butchart et E. Bodnar ICR 
Publishers 1992) ont montre que le suivi medical d'un patient a domicile etait au moins aussi satisfaisant que celui 
d'un patient en milieu hospitalier, mais que des resultats fiables et reproductibles ne pouvaient etre obtenus qui si le 
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patient avait suivi un apprentissage plus ou moins long. Les appareils de cet art anterieur sont evidemment prevus 
pour un usage domestique, sont facilement deplacables mais restent encore relativement trop volumineux pour qu'un 
patient puisse le garder a demeure sur lui, par exemple dans une poche de vetement, lors de ses deplacements. II est 
sans doute egalement souhaitable, pour la fiabilite de mesures qui dependent de dispositifs a la fois optiques et elec- 

5 tromecaniques, que lesdits appareils subissent le moins de deplacements possible. 

[0009] On observera enfin que, selon Tun ou Pautre des principes ci-dessus, la source d'energie electrique necessaire 
pour alimenter les dispositifs optiques et electromecaniques doit etre relativement importante lorsqu'elle est autonome 
(pile ou batterie) mais qu'elle n'intervient jamais directement dans la mesure du temps de coagulation. 
[0010] On peut toutefois signaler un brevet US 3,674,012 de 1972 qui decrit une seringue dont la paroi interne 

*o comporte une succession d'electrodes permettant de mesurer la variation d'impedance du milieu, au moyen d'un os- 
cilloscope connecte a tadite seringue, au fur et a mesure que le phenomene de coagulation progresse. Un tel dispositif 
ne repose encore que sur la variation des propriet6s du milieu en cours de coagulation et n'est manifestement pas 
destine a un usage individuel. 

[0011] Le dispositif decrit dans le document EP 0 679 193, permettant entre autre de determiner le temps de 
*5 prothrombine, comporte deux electrodes qui n'interviennent dans ladite determination que pour detecter, a partir d'un 
signal representatif de la variation de resistance entre les electrodes, la presence d'un echantillon de sang sur le moyen 
recepteur, et n'ont aucun role direct pour mesurer une duree. Dans ce dispositif la mesure de la duree est effectuee 
par une determination photometrique de la fluorescence du milieu a partir d'un substrat oligopeptidique ayant la Rho- 
damine comme groupe terminal pouvant etre liberee en etant coupee par I'enzyme thrombine. Un substrat de ce type 
20 est par exemple decrit dans le document US 4,557,862. Une methode colorimetrique utilisant un substrat un peu 
different, ayant comme chromatophore la p-nitroaniline correspond par exemple au produit de Nycomed Pharma com- 
mercialise sous la marque "NYCOTEST-CHROM". 

[0012] Ces methodes colorimetriques pr£sentent Pavantage de ne plus faire appel a des moyens m6caniques ou 
electromecaniques, mais il est en contrepartie necessaire d'avoir une etape suppl£mentaire de centrifugation ou d'ul- 

25 trafiltration a travers une membrane, comme propose dans le document EP 0 679193, pour eliminer les erythorcytes 
afin d'effectuer la detection seulement sur la partie plasmatique. Ces methodes ont de plus Pinconvenient d'exiger un 
appareil de mesure ayant des moyens de detection optique de grande precision, done un appareil relativement fragile 
et peu transportable, et de demander un temps de developpement de la couleur relativement long, generalement 
superieur a 5 minutes, avant de pouvoir effectuer la mesure. 

30 [0013] Une methode plus simple dans son principe, qui repose sur une mesure electrochimique, est decrite dans le 
document US 4,304,853. Cette methode consiste a introduire dans une cellule de mesure comportant au moins deux 
electrodes, un echantillon de sang citrate et un substrat oligopeptique qui doit etre maintenu dans un milieu solvant 
tel que le dimethylsulfoxyde (DMSO). Le substrat se compose d'un enchamement d'amino-acides ayant I'arginine 
comme amino-acide terminal, lie a un "leaving group" electroactif et dont un hydrogene de I'amino-acide initial peut 

35 etre remplace par un groupe protecteur, ces amino-acides, "leaving groups" et groupes protecteurs etant choisis dans 
des listes tres limitatives. En raison de la complexity du phenomene de coagulation due a une cascade de reactions, 
la presence d'un solvant peut interferer avec les produits intermediates conduisant a la liberation de thrombine et 
nuire ainsi a la precision de la mesure. 

[0014] Dans une demande de brevet internationale PCT intitulee "Oligopeptidderivate", deposee ce meme jour par 
40 la societe Pentapharm AG (Bale-Suisse), une selection particuliere des maillons constitutifs du substrat, en particulier 
des amino-acides et du Leaving group, permet d'effectuer, au moyen d'une cellule de mesure de meme nature que 
precedemment, une determination d'un temps de coagulation d'un echantillon de sang en milieu liquide, sans qu'il soit 
necessaire d'ajouter un solvant ou un co-solvant pour maintenir le substrat en solution. Meme si Putilisation de ces 
nouveaux substrats presente un avantage certain, Putilisation d'une cellule de mesure, avec les manipulations que 
45 cela necessite, ne permet pas encore de procurer a un patient, qui voudrait controler lui-meme sont temps de coagu- 
lation, un appareil facilement transportable et simple a utiliser. 

[0015] Le systeme selon Pinvention a pour but de pallier les inconvenients existant encore dans les systemes de 
Part anterieur en procurant un appareil et des capteurs d'encombrement tres reduit grace a Putilisation de reactifs 
specifiques et d'une methodologie differente de ce qui etait anterieurement utilise pour la determination individuelle 
50 d'un temps de coagulation. 

[0016] A cet effet Pinvention a pour objet un systeme de mesure electrochimique d'une valeur representative d'un 
temps de coagulation d'une goutte de sang entier caracterise en ce qu'il comprend : 

un capteur electrochimique en forme de languette de petites dimensions supportant au moins une electrode re- 
55 ference et une Electrode de travail sur laquelle est immobilise un reactif sp6cifique dont la composition incorpore 

au moins un substrat chimique dont un maillon terminal peut etre coupe par Penzyme thrombine pour donner des 
groupes charges (LG), et 

un appareil de mesure dont le circuit electronique, alimente par une source d'energie, permettant d'imposer entre 
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les electrodes du capteur un courant electrique variable ou non ou une difference de potentiel variable ou non, de 
traiter le signal electrique resultant de la migration des groupes charges (LG), de correler ledit signal avec une 
valeur representative du temps de coagulation et d'afficher ladite valeur sur un ecran d'affichage dudit appareil de 
mesure. 

5 

[0017] Le reactif specifique immobilise sur I'electrode de travail comprend en outre une thromboplastine et un milieu 
tampon. 

[0018] Le substrat chimique dont un maillon terminal peut etre coupe par Penzyme thrombine pour liberer des groupes 
charges LG doit avoir un site stereospecifique de Penzyme thrombine. Un substrat chimique approprie est par exemple 
10 constitue par un derive oligopeptidique et plus particulierement par un derive oligopeptidique ayant pour amino acide 
terminal Parginine (arg) Nee a un groupe pouvant etre coupe par la thrombine pour donner des groupes charges (LG). 
Selon un mode de realisation prefere ces groupes liberables par la thrombine sont choisis parmi les groupes amino- 
aryl ou amino-heteroary! eventuellement substitues, la liason avec Parginine s'effectuant par Tune de leurs fonctions 
amines 

15 [0019] L'invention sera exposee plus en details en reference aux dessins annexes, dans lesquels : 

la figure 1 represente en perspective un appareil de mesure et un capteur d'un systeme selon l'invention par la 
determination d'un temps de coagulation du sang, 

la figure 2 est un schema du processus conduisant a un signal electrique exploitable par I'appareil de mesure. 
20 - les figures 3a a 3e represented des courbes de variation du signal en fonction du rapport PC/PS. 
la figure 4 represente des courbes de variation du signal en fonction du milieu tampon, 
la figure 5 represente des courbes de variation du signal en fonction du mode de sechage. 
la figure 6 represente des courbes montrant la specificite du substrat. 

25 [0020] A la figure 1 on a represente, sensiblement a Pechelie 1/1, un appareil de mesure 10, et sensiblement a 
Pechelie 3/1, un capteur electrochimique 20 en forme d'une languette d'environ 40 mm de long et 8 mm de large. 
[0021] L'ensemble forme par I'appareil et un conditionnement de plusieurs capteurs a done un encombrement com- 
parable a celui de n'importe quel autre appareil portable, ce qui permet a un patient de I'avoir sur lui lors de tous ses 
deplacements. 

30 [0022] L'appareil de mesure 10 et le capteur electrochimique 20 sont issus d'une meme technologie comparable a 
celle utilisee pour le dosage du taux de glucose, par exemple par une methode amperometrique telle que decrite dans 
les brevets US 5,378,628. US 5,532,602 et EP 0 787 984. 

[0023] L'appareil de mesure 10, en tant que tel, comprend un boTtier 11 de forme ovoTde dans I'exemple represente, 
construit par assemblage de deux elements plastiques moules 11a, 11b, dont Petement superieur 11a comporte une 
35 fenetre pour un ecran d'affichage 12, et une ouverture pour un bouton de commande 13 permettant d'acceder a dif- 
ferents modes d'affichage. 

[0024] Le circuit electronique inclus dans le boTtier est une adaptation des circuits utilises pour le dosage du glucose, 
par exemple par amperometrie comme indique precedemment et n'en differe que par un parametrage different du 
signal electrique afin d'afficher un temps de coagulation. 

40 [0025] L'appareil de mesure 10 comprend egalement une fente 14, disposee sensiblement entre les deux parties 
11a, 11b du boTtier 11, dans laquelle on introduit une portion du capteur 20, qui comporte la zone de contact 28. L'autre 
portion du capteur 20 comportant une zone de mesure 29 destinee a recevoir un echantillon de sang, restera a I'ex- 
terieur de l'appareil 10 pendant tout le temps de la mesure. Dans la plupart des appareils de mesure de Part anterieur 
Pechantillon est au contraire introduit a Pinterieur de l'appareil dans une enceinte thermostatee generalement a 37*0, 

^5 ce qui conduit a une consommation d'energie supplemental. 

[0026] Dans le systeme selon l'invention, dans lequel Pechantillon n'est pas introduit dans une enceinte thermostatee, 
il est facile de prevoir, si necessaire, une sonde thermique 15 sur I'appareil a proximite de la fente 14 pour adapter le 
parametrage du signal electrique en fonction de la temperature ambiante, avec une consommation d'energie bien 
inferieure a celle necessaire pour thermostater une enceinte. 

so [0027] Le capteur electrochimique 20 represente a la figure 1 est du type de ceux utilises pour la determination du 
taux de glucose par amperometrie comme indique precedemment. II comprend un support plastique mince 21, realise 
par exemple en PET, supportant sur toute sa longueur deux collecteurs de courant 24, 25 separes par un petit espace 
23 qui les isole electriquement. 

[0028] Le support 21 et les collecteurs 24, 25 sont recouverts d'un revetement isolant 22 dans lequel sont decoupees 
55 pres de chaque extremite, par exemple par estampage, deux fenetres 28, 29 laissant apparaitre des portions de col- 
lecteurs 24, 25. Une premiere fenetre 28 permet de connecter electriquement le capteur 20 a I'appareil de mesure 10, 
tandis que la deuxieme fenetre 29 constitue la zone de mesure, les portions visibles des collecteurs formant respec- 
tivement I'electrode de travail 24a et I'electrode de reference 25a. 
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[0029] L'electrode de travail 24a est par exemple realisee par taminage d'une mince bande de platine et l'electrode 
de reference 25a par laminage d'une mince bande d'argent ulterieurement chloruree pour former en meme temps une 
electrode de reference. II est egalement possible de prevoir de facon separee dans la zone de mesure 29, une electrode 
de travail, une electrode de reference et une contre electrode. L'electrode de travail est revetue d'un reactif specifique 

5 30 decrit plus en detail ci-apres pour permettre la mesure du temps de prothrombine (PT). 

[0030] Le reactif specifique est immobilise sous une forme seche a partir d'une composition comprenantdans I'exem- 
ple ici decrit au moins une tromboplastine, un milieu tampon et un substrat oligopeptidique ayant une configuration 
stereospecifique d'un site de I'enzyme thrombine pour permettre une coupure d'une partie terminale chargee genera- 
lement designee par "leaving group" (LG). Dans les experimentations rapportees ci-apres le substrat utilise est carac- 

10 terise en ce que le le derive oligopeptidique ou Tun de ses sels comprend outre I'arginine au moins un autre radical 
amino-acide choisi parmi I'acide 2-aminobutyrique (Abu), Palanine (Ala), la 3-cyclohexylalanine (Cha), la 2-cyclohexyl- 
glycine (Chg), la phenylalanine (Phe), I'acide pipecolique (Pip), la proline (Pro), la valine (Val), et la glycine (Gly) lesdits 
amino-acides pouvant etre sous forme L, D ou DL: 

[0031] Ces oligopeptides et la facon de les obtenir sont decrits plus en details dans la demande de brevet de la 

15 societe Pentapharm AG precitee, et dans laquelle le grand interet de ces oligopeptides pour la determination d'un 
temps de coagulation a ete etabli de fagon experimental en milieu liquide au moyen d'une cellule de laboratoire. II 
est done precise que la presente invention ne concerne pas lesdits oligopeptides en tant que tels, mais les conditions 
d'optimisation de compositions qui permettent, lorsqu'elles sont deposees sous forme seche sur un capteur electro- 
chimique, d'obtenir un signal electrique qui soit suffisant pour etre traite, qui permette une bonne linearisation et dont 

20 le temps de reponse soit suffisamment court. 

[0032] De meme le "leaving group" (LG) qui doit, dans les conditions de I'invention, a la fois facilement reagir avec 
la fonction acide de I'arginine (Arg), pouvoir etre coupe par la thrombine et posseder une charge suffisante, est choisi 
de preference parmi les derives d'aniline, de quinolylamine et de naphtylamine eventuellement substitues par un ou 
plusieurs substituants choisis parmi un halogene, un radical hydroxy, amino, nitro, alkyl, alkoxy, alkanoyl, anilino, et 

25 aminophenyl eventuellement substitue. 

[0033] Des experiences ont montre qu'un substrat donne peut permettre de detecter un signal electrique en milieu 
liquide, tout en etant inoperant ou peu efficace lorsque le meme substrat est utilise sous une forme seche deposee 
sur l'electrode de travail d'un capteur electrochimique. Un des facteurs pouvant expliquer cette difference est le fait 
que I'oligopeptide doit etre immobilise sur l'electrode de travail par I'extremite de sa chaTne opposee a celle comportant 

30 le "leaving group" LG. Ce resultat peut etre atteint par le premier amino-acide de la chame oligopeptique, mais de 
preference un hydrogene de sa fonction amino terminale est remplace par un "groupe protecteur" R, choisi parmi les 
acides Boc (terbutoxycarbonyl), Tos (paratoluenesulfonique), t-Bups (ter-butylphenylsulfonyl), Mes (methylsulfonyl), 
Naps (2-naphtylsulfonyl), Bzo (benzoyl) Z (benzyloxycarbonyl), isopropylsulfonyl, camphosulfonyl. 
[0034] Selon un mode de realisation prefere, on choisit le groupe protecteur, les a-amino-acides et leur enchaTne- 

35 ment, ainsi que les "leaving-group" de facon a avoir les substrats oligopeptidiques ci-apres : 

Z-Gly-Pro-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 
Tos-Gly-Pro-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 
Boc-(D)-Chg-Giy-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 
40 - H-(D)-Chg-Gly-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 
Z-Gly-Pro-Arg-2-chIoro-4-hydroxyanilide 

et leurs sels mineraux ou organiques compatibles. 

[0035] Les oligopeptides entrant dans la composition du reactif specifique sont generalement utilises sous forme de 
45 |'un de leurs sels, forme par exemple avec I'acide chlorhydrique (HCI), I'acide ac6tique ou I'acide trifluoroacetique (TFA). 
[0036] Tous les reactifs permettant de determiner un temps de coagulation, tel que le temps de prothrombine, con- 
tiennent dans leur composition une tromboplastine. Dans les methodes d'analyses les plus recentes on utilise une 
tromboplastine reconstitute afin d'eviter les inconvenients des substances extraites de tissus vivants, tels que les 
risques de contamination et les interferences avec les medicaments ou leurs metabolites vehicules par le sang. II s'agit 
50 par exemple du produit Innovin® (Dade Int. III. USA), faisant notamment I'objet du brevet EP 0 565 665, dont la com- 
position comprend 25 a 35% d'une phosphatidylse>ine (PS) a polarite negative et 65 a 75% d'une phosphatidylcholine 
(PC) a polarite positive. 

[0037] De facon surprenante on a observe que le systeme selon I'invention permettait d'obtenir une meilleure de- 
termination (hauteur du signal, linearite) du temps de prothrombine (PT) en utilisant au contraire un facteur tissulaire 
55 avec des phospholipides presentant un rapport PS/PC inverse, dans lequel la quantite de phospholipides negatifs est 
superieure a la quantite de phospholipides positifs. 

[0038] Le reactif specifique peut incorporer dans sa composition en tant qu'activateur un sel de calcium tel que Ca 
Cl 2 . Toutefois, les conditions d'optimisation obtenues par ailleurs font qu'il n'est pas toujours necessaire d'incorporer 
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un sel de calcium etant donne que la concentration en Ca + * dans le sang entier est deja suffisant pour {'activation. 
[0039] Comme dans la plupart des reactions biologiques il est necessaire de maintenir le milieu a un pH determine 
et d'avoir une force ionique suffisante. Parmi tous les milieux tampons bien connus de I'homme de Tart, le tampon 
Hepes (acide N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-aminoethane sulfonique) est celui qui s'est revele le plus approprie 

5 lorsqu'on utilise des substrats oligopeptides de la societe Pentapharm, comme cela sera montre par la suite. 

[0040] On observera enfin que 1'immobilisation du reactif specifique sur I'electrode de travail a partir d'une compo- 
sition liquide ou pateuse peut etre obtenue, sans autres additifs, par les techniques connues de I'homme de Tart. La 
technique de lyophilisation s'est toutefois revelee comme etant la plus satisfaisante, comme cela sera montre plus loin. 
[0041] La figure 2 est une representation schematique de la reaction chimique qui permet de generer un courant 

10 entre les electrodes 24a et 25a qui sont reliees par un circuit electronique de detection non represente. Le substrat, 
qui peut etre represente schematiquement par la formule -AA 2 -AA r Arg«LG dans laquelle AA 1 et AA 2 represented 
d'autres amino-acides tels qu'indiques precedemment, est lie a I'electrode de travail 24a par le groupe R 1 qui oriente 
I'oligopeptide, et dont I'autre extremite de la chaine comporte un "leaving group" LG tel que defini precedemment. 
Dans la partie gauche du schema, on voit que I'enzyme thrombine coupe selectivement la liaison entre I'arginine et 

15 (edit "leaving group" LG. Dans la partie droite du schema, on voit que le "leaving group" libere peut migrer vers Telec- 
trode 25a et engendrer un courant qui sera proportionnel au nombre de "leaving group" LG liberes, et done a la quantite 
de thrombine formee dans Pechantillon. 

[0042] Les experimentations rapportees ci-apres montrent egalement que les substrats oligopeptides utilises sont 
selectivement coupes par I'enzyme thrombine a I'exclusion de toute autre enzyme presente dans le sang entier. 
20 [0043] Dans les experiences rapportees ci-apres on a effectue des mesures potentiostatiques par chronoampero- 
metrie au moyen d'un potentiostat PGP 201 connecte au Software Vn^ de Radiometer (Copenhague) et permettant 
d'obtenir les conditions ci-apres : 



25 



Potentiel 1 


OmV 


Temps 1 


1 sec. 


Potentiel 2 


300mV 


Temps 2 


5min. 


Nombre de cycles 


1 


Frequence de mesure 


1/sec. 


Courant minimum 


-50mA 


Courant maximum 


50mA 


Sensibilite minimum 


1uA 
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[0044] La surface de I'electrode de travail du capteur utilise est de 0,035 cm 2 et la quantite d'echantillon, goutte de 
sang ou solution de reference, est de 10uJ. On commence I'enregistrement des mesures 10 secondes apres le depot 
de I'echantillon. L'oligopeptide utilise, ci-apres designe selon I'usage par "substrat", choisi parmi ceux precedemment 
indiques, est : 

3 5 Tos-Gly-Pro-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide, 2HCI. 
Experience 1 : Influence du rapport PC/PS 

[0045] On sait que le facteur tissulaire humain reconstitue et active par une phosphatidylserine (PS) et une phos- 
4 0 phatidylcholine (PC) dans une proportion 30/70, active la coagulation dans le plasma en presence de CaC^. Cette 
composition permet aussi I'activation dans le sang entier, mais la recherche d'une optimalisation s'est averee neces- 
saire pour obtenir un signal amperometrique suffisamment eleve. Pour cela on a effectue des series de mesures en 
faisant varier le rapport PS/PC, comme indique ci-apres. 

[0046] Dans 1000uJ d'une solution de "tampon TRIS" (trimethylol aminoethane 50mM, NaCI/IOOmM, NaN 3 0,02 %) 
45 contenant 2,5mg du sel de sodium de I'acide deoxycholique on a dissous 5 u.mol de PC en utilisant un bain a ultrasons 
pendant 5 minutes pour obtenir une premiere solution-mere. De meme on a prepare une deuxieme solution-mere 
contenant 5 u.mol de PS. On a ensuite melange les deux solutions meres pour obtenir une concentration totale en 
phospholipide (PS + PC) de 2,5 mg par 1000 apres ajustement avec la solution de dilution precitee, de facon a 
avoir la gamme suivante : 

so 

a -PC 100% -PS 0% 
b - PC 75% - PS 25% 
c - PC 50% - PS 50% 
d - PC 25% - PS 75% 
55 e-PC0%-PS100% 

lesdits pourcentages etant exprimes en mol%. 

[0047] On a d'autre part melange 10ul de facteur tissulaire a une concentration de 164mg/ml (Recombinant human 
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tissue factor de American Diagnostica 4500) avec 20 u.l d'eau distillee, puis ajoute 10uJ d'une composition PS/PC 
precedente en completant jusqu'a 600 uJ avec une solution de TRIS contenant du BSA (Bovine Serum Albumine), a 
raison de 1mg/ml de BSA pour 260 ul, que Ton soumet a agitation pendant 2 minutes. On dilue ensuite 220 ul de cette 
solution avec solution de TRIS jusqu'a obtenir un volume final de 1100 ul. On repete Poperation precedente avec les 
5 autres compositions PS/PC de facon a avoir une gamme de 5 solutions de tromboplastines differentes. 

[0048] Finalement, en utilisant un bain a ultrasons pendant 5 minutes, on dissout dans chacune des solutions pre- 
cedentes le substrat a une concentration de 0,33mg/ml (0,5mM/l), de facon a obtenir 5 solutions de substrat, c'est-a- 
dire 5 reactifs specifiques dans lesquels le rapport PC/PS varie dans les proportions indiquees precedemment. 
[0049] Les capteurs electrochimiques soumis a experience sont enfin prepares en deposant 1 Oul de reactif specifique 
10 sur Pelectrode de travail, puis en effectuant un sechage dans un four a 30° pendant 2h. 

[0050] Les figures 3a a 3e sont des courbes representant la densite de courant exprimee en uA/cm 2 en fonction du 
temps exprime en minutes, les resultats enregistres pour trois essais differents (3a1, 3a2, 3a3; 3b1, 3b2... etc) en 
reference a un essai temoin (3a0, 3b0, 3c0, 3d0, 3e0) contenant 10u1 de tampon TRIS au lieu de 10>il de sang entier. 
Comme on le voit a la figure 3a, les courbes 3a0, 3a1, 3a2 et 3a3 sont confondues, c'est-a-dire qu'aucun signal elec- 
ts trique n'est obtenu lorsque le rapport PC/PS est de 100/0. Lorsque le rapport PC/PS est de 75/25, ce qui correspond 
au rapport prefere de la composition Innovin®, on voit sur ia figure 3b que la densite de courant est tres faible et se 
differencie a peine de la courbe temoin 3b0. Lorsque PC et PS sont en egale quantite (Fig. 3c) on obtient une densite 
de courant significative mais une trop grande dispersion des mesures. Avec un rapport PC/PS de 25/75 on voit a la 
figure 3d que les courbes 3d1, 3d2, 3d3 sont pratiquement confondues, c'est-a-dire qu'on obtient une bonne repro- 
20 ductibilite des mesures et une linearite satisfaisante. En utilisant PS seul (Fig. 3d), le signal est plus eleve, mais la 
reproductibilite peut sembler moins satisfaisante. Ces experiences montrent que la composition preferee doit avoir de 
65% a 100% de phosphatidylserine (PS). 

[0051] De plus on observera que les resultats ci-dessus ont ete obtenus sans qu'il ait ete necessaire d'ajouter du 
CaCI 2 , etant donne que la concentration en ion calcium dans le sang entier s'est averee suffisante. 
25 [0052] O'autres experiences ont montre que Paddition de phosphatidylethanolamine (PE) n'apportait pas d'amelio- 
ration aux mesures, et qu'il n'etait pas possible d'obtenir une activation uniquement avec le facteur tissulaire, c'est-a- 
dire sans phospholipides. 

Experience 2 : Influence du milieu tampon 

30 

[0053] Selon le meme processus que celui decrit pour l'experience 1 , on a prepare une premiere solution de substrat 
(d) contenant PC-PS dans ie rapport 25/75 avec le tampon TRIS comme milieu tampon, et une deuxieme solution de 
substrat (0 dans laquelle le tampon TRIS est remplace par le tampon Hepes, puis on a effectue avec chaque solution 
de substraf, en employant un echantillon de sang d'un meme patient deux mesures correspondant respectivement 
35 aux courbes 4d1 , 4d2 (TRIS) et 4f1 , 4f2 (Hepes) de la figure 4. Comme on le voit, on obtient un signal beaucoup plus 
eleve avec le tampon Hepes, qui peut done etre retenu comme milieu tampon prefere. 

Experience 3 : Influence du mode de sechage 

40 [0054] Dans la presente experience on a compare la forme du signal obtenu lorsque le reactif specifique est seche 
par lyophilisation avec celui obtenu par sechage au four a 30°C pendant 2h. comme e'etait le cas dans les experiences 
precedentes. Le reactif specifique est le meme que celui de I'exemple 2 avec le tampon Hepes. En employant Pun ou 
I'autre mode de sechage on effectue chaque fois deux mesures correspondant respectivement aux courbes 5f1 , 5f2 
(sechage au four) et 5g1 , 5g2 (lyophilisation). On peut observer que la technique de lyophilisation permet d'obtenir un 

45 signal plus eleve, dans un temps beaucoup plus court. Cela peut etre explique par le fait que la lyophilisation permet 
d'obtenir un recouvrement plus homogene de la surface des electrodes que celui obtenu avec un sechage au four. 
[0055] D'autres experiences realisees uniquement avec le substrat en milieu tampon et en utilisant des adjuvants 
qui permettaient d'optimiser !e signal dans le cas d'un capteur de glucose, ont montre que Putilisation d'une poudre de 
carbone pour augmenter la surface specifique n'avait aucun effet favorable, du fait que le courant de base du a la 

50 poudre de carbone interferait avec le courant a mesurer. 

Experience 4 : Specificite du reactif specifique vis-a-vis de I'enzyme thrombine 

[0056] Etant donne que le sang entier contient de tres nombreux composants, la presente experience permet de 
55 montrer que seule I'enzyme thrombine est capable de couper le substrat du reactif specifique. L'experience est realisee 
dans les conditions d'optimisation definies par l'experience 3, (a savoir PC/PS dans le rapport 25/75, tampon Hepes 
et lyophilisation) en partant d'une dilution a parts egales de sang et de solution tampon et en inhibant progressivement 
I'enzyme thrombine par des concentrations croissantes de r-hirudin (r-hirudin 2000 ATU/ampoule, disponible chez 
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Pentapharm AG Bale-Suisse) qui rempiacent la solution tampon, en ayant prealablement verifie que le facteur Xa 
n'etait pas inhibe par la r-hirudin. A la figure 6, la courbe 6a est une courbe de controle sans r-hirudin et les courbes 
6b a 6g les courbes des mesures effectuees avec respectivement 12,5 ATU/ml; 25ATU/ml; 37,5 ATU/ml; 50 ATU/m.; 
100ATU/ml; 1000 ATU/ml. 

5 [0057] Comme on le voit la hauteur du signal diminue au fur et a mesure que la concentration en r-hirudin augmente 
jusqu'a devenir pratiquement nul a partir de 100 ATU/ml. On peut done en conclure que le systeme selon Pinvention 
permet au substrat d'etre selectivement coupe par la thrombine, et done de permettre une determination selective de 
cette enzyme. 

[0058] Comme on le voit en se referant plus particulierement aux courbes 6a, 6b et 6c, la valeur maximum est 
10 sensiblement proportionnelle a la diminution de Penzyme thrombine dans Pechantillon, ce qui permet d'envisager un 
parametrage lineaire. Dans la pratique, on ne prend pas la valeur maximum, mais la valeur correspondant au point 
d'inflexion de la partie ascendante de la courbe, e'est-a-dire le point pour lequel la vitesse de liberation de la thrombine 
est maximum. Dans la pratique on utilise des fenetres de detection de 15 secondes et on retient la valeur comprise 
entre deux fenetres de detection pour lesquelles on observe le passage d'une augmentation du sens de la pente a 
15 une diminution du sens de la pente. 



Revendications 

20 1 . Systeme de mesure electrochimique d'une valeur representative d'un temps de coagulation d'une goutte de sang 
entier, caracterise en ce qu'il comprend : 

un capteur electrochimique en forme de languette de petites dimensions supportant au moins une electrode 
reference et une electrode de travail sur laquelle est immobilise un reactif specifique dont la composition 
25 incorpore au moins un substrat chimique dont un maillon terminal peut etre coupe par Penzyme thrombine 

pour donner des groupes charges (LG), et 

un appareil de mesure destine a recevoir le capteur et dont le circuit electronique, alimente par une source 
d'energie, permet d'imposer entre les electrodes du capteur un courant electrique variable ou non ou une 
difference de potentiel variable ou non, de traiter le signal electrique resultant de la migration des groupes 
30 charges (LG), de correler ledit signal avec une valeur representative du temps de coagulation et d'afficher 

ladite valeur sur un ecran d'affichage dudit appareil de mesure. 

2. Systeme de mesure selon la revendication 1 , caracterise en ce que le substrat chimique du reactif specifique est 
un derive oligopeptidique. 

35 

3. Systeme de mesure selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le reactif specifique comprend en outre 
une thromboplastine et un milieu tampon. 

4. Systeme de mesure selon la revendication 2, caracterise en ce que le derive oligopeptidique a pour amino-acide 
40 terminal Parginine (Arg) liee a une fonction amine d'un groupe amino-aryl ou amino-heteroaryl eventuellement 

substitue, ledit groupe pouvant etre coupe par la thrombine pour donner les groupes charges (LG). 

5. Systeme de mesure selon la revendication 4, caracterise en ce que le derive oligopeptidique ou Pun de ses sels 
comprend outre Parginine au moins un autre radical amino-acide choisi parmi Pacide 2-aminobutyrique (Abu), 

45 Palanine (Ala), la 3-cyclohexylalanine (Cha), la 2-cyclohexylglycine (Chg), la phenylalanine (Phe), Pacide pipeco- 

lique (Pip), la proline (Pro), la valine (Val) et la glycine (Gly), lesdits amino-acides pouvant etre sous forme L, D 
ou DL. 

Systeme de mesure selon la revendication 4, caracterise en ce que le groupe amino-aryl ou amino-heteroaryl (LG) 
du substrat oligopeptidique est choisi parmi les derives d'aniline, de quinolylamine et de naphtalamine eventuel- 
lement substitues par un ou plusieurs substituants choisis parmi un halogene, un radical hydroxy, amino, nitro, 
alkyl, alkoxy, alkanoyl, anilino et aminophenyl eventuellement substitue. 

7. Systeme de mesure selon Pune quelconque des revendications 4 a 6, caracterise en ce que le premier amino- 
55 acide du substrat oligopeptidique a en outre un hydrogene de sa fonction amino remplace par un groupe protecteur 

choisi parmi les acides Boc (ter-butoxycarbonyl), Tos (para-toluenesulfonique), t-Bups (ter-butylphenylsulfonyl), 
Mes (methylsulfonyl), Naps (2-naphtylsulfonyl),Bzo (benzoyl) Z (benzyloxycarbonyl), isopropylsulfonyl, campho- 
sulfonyl. 



6. 

50 
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8. Systeme de rnesure selon Tune quelconque des revendications 4 a 7, caracterise en ce que le substrat oligopep- 
tidique est choisi parmi : 

Z-Gly-Pro-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 
5 - Tos-Gly-Pro-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 

Boc-(D)-Chg-Gly-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 

H-(D)-Chg-Gly-Arg-3-chloro-4-hydroxyanilide 

Z-Gly-Pro-Arg-2-chloro-4-hydroxyanilide 

10 et leurs sels mineraux ou organiques compatibles. 

9. Systeme de rnesure selon la revendication 8, caracterise en ce que le sel du substrat oligopeptidique est forme 
avec I'acide chlorhydrique (HCI), I'acide acetique ou avec I'acide trifluoroacetique (TFA). 

*5 10. Systeme de rnesure selon la revendication 3, caracterise en ce que la tromboplastine du reactif specifique depose 
sur I'electrode de travail du capteur electrochimique comprend une composition dans laquelle la quantite de phos- 
pholipides negatifs est superieure a ta quantite de phospholipides positifs. 

11. Systeme de rnesure selon la revendication 10, caracterise en ce que le taux de phospolipides negatifs, tel que la 
20 phosphatidylserine (PS), est superieur a 65%. 

12. Capteur electrochimique pour la determination du temps de prothrombine (PT) du sang entier comprenant : 

un support mince isolant en forme de languette 
25 - au moins deux conducteurs de courant electriquement isoles et disposes sur ladite languette 

un revetement isolant recouvrant lesdits conducteurs et delimitant a une extremite une zone de contact pour 
un raccordement avec les bornes d'un appareil electronique de rnesure, et pres de I'autre extremite une fenetre 
laissant apparattre des portions de conducteurs formant respectivement une electrode de reference et une 
electrode de travail 

30 - un reactif specifique du temps de prothrombine dispose sur I'electrode de travail 

caracterise en ce que ledit reactif specifique est sous une forme seche et qu'il comprend dans sa composition un 
substrat oligopeptidique selon les revendications 1 a 9, une tromboplastine, et un milieu tampon. 

35 13. Capteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, 

caracterise en ce que le reactif specifique comprend en outre dans sa composition un sel de calcium tel que CaC^. 

14. Capteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, 
caracterise en ce que le tampon est le tampon HEPES. 

40 

15. Capteur selon la revendication 12, caracterise en ce que le reactif specifique est d'abord prepare sous une forme 
liquide ou pateuse, applique sur I'electrode de travail par pipetage ou serigraphie, puis amene a I'etat sec par 
lyophilisation. 

45 1 6. Appareil de rnesure electronique pour la determination du temps de prothrombine (PT) d'un goutte de sang entier 
depose sur une zone de rnesure d'un capteur connecte audit appareil comprenant : 

un boitier logeant une source d'energie et permettant de connecter un capteur selon une des revendications 
9 a 12 

50 - un circuit electronique permettant de moduler une tension ou une intensite entre les electrodes dudit capteur, 

d'interpreter un signal representatif du temps de prothrombine, et de Pafficher sur un ecran, caracterise en ce 
que la miniaturisation des composants et en particulier du circuit electronique permet d'en reduire les dimen- 
sions pour avoir un appareil portable. 

55 17. Appareil de rnesure selon la revendication 16, caracterise en ce que la source d'energie est une source d'energie 
autonome telle qu'une pile ou un accumulates. 

18. Appareil de rnesure selon la revendication 16, caracterise en qu'il comporte en outre des moyens pour amener et 
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maintenir a une temperature determinee la zone de mesure. 

19. Methode de determination amperometrique du temps de prothrombine d'une goutte de sang entier deposee dans 
la zone de mesure d'un capteur electrochimique selon la revendication 12 introduit dans un appareil de mesure 
5 electronique, caracterise en ce que le circuit electronique dudit appareil de mesure permet de 

detecter la presence d'une goutte de sang pour etablir entre les electrodes une tension determinee; 
enregistrer une courbe donnant la variation du courant en fonction du temps; 

determiner au moyen de fenetres de mesure le point d'inflexion de ladite courbe qui correspond a la vitesse 
10 maximale de liberation de la thrombine; 

correler, par exemple au moyen d'une table d'etalonnage, les coordonnees dudit point avec une valeur de 

temps de prothrombine (PT), et 

afficher ladite valeur sur un ecran d'affichage. 
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